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ヒト血小板の Cã 依存性中性蛋自分解酵素に対する内在性阻害蛋白

質の精製と性質
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(目的)

cJ依存性中性蛋白分解酵素 cci+-activated neutral protease : CANP) は， cd+ で活性化され，

中性域にその至適 pH を有するチオールプロテア←ゼである。 CANP の生理的役割は未だ十分に解明さ

れていないが，内因性基質として筋蛋白質，ある種の酵素，細胞構築蛋白が報告され，また骨格筋，心

筋，赤血球より CANP に対する特異的阻害蛋白質 CCANP-INH) が精製されている。教室の左近!)
辻仲 2) は，血小板の細胞質中に， cd+感受性の異なる二種の CANP ，すなわち， μM レベルの cd+濃度

で活性される μ-CANP と mM レベルの Ca2+濃度で、活'性化される m-CANP が存在すること，また血小

板には内在性の CANP-INH が存在することを明らかにした。本研究はヒト血小板 CANP に対する CANP­

INHの調節機構を明らかにするために， ヒト血小板より CANP-INH を精製し，その諸性質について検

討を加えたものである。

(方法ならびに成績)

1. CANP-INH 活性の測定

CANP-INH 活性は 試料と一定量の CANP を25
0

Cで10分間インキュベートし 0.5 %熱変性カゼイ

ンを基質として， 2 mM  CaCf2 存在下20
0

C ， pH 7.5 の条件で， 20分間反応させ， トリクロル酢酸を含

む停止液にて反応を止めた後 遠心し 上清のペプチドをフルオレスカミンを用いた蛍光法で測定した。

既知の量の CANP の阻害活性より CANP-INH 活性を表現した。

2. CANP-INH の精製

ヒト洗浄血小板 C 5.0 X 10 11 ) を破壊し， 105.000 Xg の遠心上清を得た。 CANP-INH がきわめて

F10 

円
/
“



耐熱性蛋白であることを利用し， 80
o

C15分間の熱処理を加え，変性蛋白を遠心にて除去した。乙の上清

の 0-70%硫安飽和沈澱分画を， DEAE-Sepharose CL-6B カラムにかけ， 0-0.4 M NaCfの直線塩

濃度勾配で溶出した。 NaCf濃度 0.2 Mで CANP-INH 活性が溶出されたが， CANP 活性は熱処理によ

って失活し，検出されなかったo CANP-INH 活性を有する分画に 2 回目の熱処理 C95
0

C ， 15分間)を

加え，変性蛋白を遠心にて除去後，上清を凍結乾燥し緩衝液にて溶解した。乙れを透析し Ultrogel

AcA34 にてゲル炉過を行なったところ， CANP-INH 活性は，二つのピークに分離され，それぞれ分子量

250 K，と 60K I乙相当した。しかし SDS-PAGE にかけると，二つの分画はし寸どれも63Kの単一バンドを示

し，血小板 CANP-INH は四量体および単量体として存在する乙とが示唆された。

3. CANP-INH の諸性質

CANP-INH による CANP 活性阻害に対する cd+ の影響を明らかにするため，一定量の精製された μ

-CANp3 ) に種々の濃度の cd+存在下で、 CANP-INH を加え， CANP 活性の間害を調べた。過剰の cd+

を添加しても CANP-INH による阻害は解消されず また μM 濃度の cd+存在下でも阻害が認められた口

次いで精製 CANP-INH が他のフ。ロテアーゼに与える影響を検討したが， α キモトリプシン，プラス

ミン，パパイン， フィシンを阻害せず， CANP を特異的に阻害するものと考えられた口精製 CANP-INH

の精製μ-CANP IC対する回害形式を，基質として 0.0375% ， 0.075 ~ちの熱変性カゼインを用い， Dixon 

plot にて解析したと乙ろ，阻害形式は非競合的であり， Ki 値は 3.2 X 10 8M で‘あった。また部分精製した

m-CAP に対してもmM 濃度の ctf+存在下で阻害を示した。

(総括)

ヒト血小板より CANP-INH を均ーに精製した。 CANP-INP は63Kの単量体と63KX 4 の四量体で存

在している乙とを示すデータがえられ，従来の CANP-INH の分子量に関する報告(ニワトリ骨格筋で

68K , ヒト赤血球とウシ心筋で、 250 -400 K) の相異を説明することが可能となった。ヒト血小板 CANP­

INH は CANPK特異的で， μM レベルの Ca2+ 濃度で、も μ-CANP を問害した。したがってCANP-INH

は細胞内で CANP 活性を調節する役目をもつものと考えられる。また CANP-INHのCANP に対する阻

害は Ca2+をキレートして阻害するものではなく，その間害形式は， Dixon plot 1(.より非競合的阻害を示

し， Ki 値は 3.2 X 10-8M であった口
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論文の審査結果の要旨

本研究は， ヒト血小板より初めて Cér依存性中性蛋白分解酵素 CCANP) に対する内在性阻害蛋白質

CCANP-INH) を均一に精製し，その性質を調べたものである。その結果血小板 CANP-INH は主とし
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て tetramer として存在するが， monomer としても存在していること， CANP-INH のμCANPに対す

る阻害は，生理的細胞内 cJ+ 濃度で働く乙となどが明らかにされたD これらの知見は， CANP ならびに

CANP-INH の生理作用を考えるうえで重要であり，学位に価する口
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